














































































































































































































































































































































































toward CD8  T cells.  The exact mechanism of CD8  T­cell biased immune reconstitution after BMT
is not known; a possible explanation of this is expansion of memory and effector CD8  T cells infused
with the graft.  However, the rapid CD4  T­cell biased expansion after T­replete CBT is surprising,
given the naivety of CB T cells. Here, we provide compelling evidence for the distinct transcription
profiles of naive CD4  T cells from CB and during early reconstitution after CBT compared with those
from the PB. The CB T­cell profiles were similar to naive CD4  T cells from the fetal lymph nodes. In
contrast, the reconstituting naive CD4  T cells after T­replete BMT had a transcription profile similar to
the PB CD4  T cells. Thus, recapitulation of fetal ontogeny could explain the unique pattern of immune
reconstitution after T­replete CBT.
Fetal ontogeny of T cells appears to be regulated by the physiologically lymphopenic environment of the
fetus. Neonatal mice have fewer lymphoid cells than adult mice.  In mice and humans, a higher cycling
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rate is observed in neonatal than in adult T cells, in spite of retention of a naive phenotype.  We
therefore questioned whether naive CB CD4  T cells are rich in transcriptional programs that mediate
proliferation in the lymphopenic environment. We speculated that such a transcriptional program would
be induced in peripheral naive CD4  T cells carried with T­replete BMT. Thus, we identified a distinct
transcriptional program of lymphopenia­induced proliferation and confirmed that this program was also
upregulated in naive CB CD4  T cells expanding in the posttransplant lymphopenic environment. A
crucial transcription factor complex of TCR signaling, AP­1, which represents a convergence point for
several TCR­initiated signaling pathways,  was found to be upregulated in all the lymphopenic states.
AP­1 was highly upregulated in reconstituting naive CD4  T cells after CBT. This upregulation was
more marked than that observed after BMT. It is well­established that TCR activation induces MAPK
signaling,  and accordingly, we found significantly upregulated MAPK signaling in all the lymphopenic
states. It is also noteworthy that on comparing the GEPs of reconstituting naive CD4  T cells from both
posttransplant lymphopenic environments, TCR signaling was significantly upregulated after CBT than
after BMT. Further, increased proliferation of CB CD4  T cells in response to self­MHC:TCR signals
and proportional inhibition of CB CD4  T cells with a small molecule inhibitor of AP­1 complex
suggests a role of TCR signaling in driving the T­cell reconstitution after T­replete CBT.
The strength of TCR activation determines the propensity of T cells to undergo lymphopenia­induced
proliferation.  Therefore, in the lymphopenic environment, the T cells with high­affinity TCR for
self­peptide MHC ligands undergo faster proliferation than T cells with low affinity. In mouse,
lymphopenia­induced homeostatic proliferation and proliferation against foreign antigens such as gut
bacteria are the 2 mechanisms that mediate homeostatic proliferation.  The extent to which
lymphopenia­induced homeostatic proliferation occurs is determined by the degree of lymphopenia.
Hence, the 10 times lower number of T cells carried with the cord blood graft than with the bone marrow
graft may have resulted in greater lymphopenia­induced homeostatic proliferation than proliferation
against foreign antigens. The latter is also an important cause of proliferation, as first reported by classic
experiments in the sheep, where the turnover of the recirculating T­cell pool was shown to be quite low
just before birth but massive just after birth, through contact with gut bacteria.  Thus, this study raises a
question about the contribution of degree of lymphopenia vs foreign antigens in the gut in rapid immune
reconstitution after T­replete CBT.
The key question, however, is the functional importance of upregulated TCR signaling during
recapitulation of fetal T­cell ontogeny. The sensitivity of TCR dictates its ability to respond to self and
nonself antigens.  It is therefore possible that enhanced antigen recognition resulting from heightened
TCR signaling may mediate a robust antiviral and antileukemic activity. An augmented antileukemia
activity after CBT is reported in patients with minimal residual disease.  This suggests that an immune
system derived from cord blood can recognize leukemia antigens better than the immune system derived
from bone marrow or peripheral blood graft. Therefore, leukemia­specific vaccine after T­replete CBT
may further enhance the ability of cord blood T cells to eradicate leukemia.
In summary, our results show recapitulation of fetal ontogeny after T­replete CBT. This is the first study
to bring out the relevance of a “layered immune system” in hematopoietic cell transplantation. These
findings may have important functional sequelae. The upregulated TCR signaling pathway in CB CD4
T cells may enhance their ability to mediate robust antiviral and antileukemia effects.  Further, the
remarkable proliferative capacity of cord blood T cells may make them ideal effector cells for
immunotherapy strategies such as redirection with chimeric antigen receptors,  or post­HCT vaccination
strategies.  Although the focus of this study was CB CD4  T cells, other fetal cell subsets in the CB
grafts have not been studied and may have functions distinct to their adult counterparts.
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